
鸟枪法蛋白质组学促进了
生物标志物的发现

扩增、扩增：

发生疾病或暴露于环境毒物可对血

液中的蛋白质产生细微的修饰作用（加合

物）。通过临床化验检测血浆或血清中的

这些修饰作用，可以确认环境暴露或疾病

例如癌症的诊断速度。虽然科学家已经鉴

别出大量的可作为候选生物标志物的蛋白

质加合物，但找出其中的最优者应用于未

来的检测仍是目前一项主要的挑战。作为

一种新方法，鸟枪法蛋白质组学承诺，通

过鉴定用于探索的最有前途的生物标志物

使发现的过程更有效率。

科学家们还提出了探寻生物标志物的

系统性“传递通道”的基本原理，范德比

尔特大学（Vanderbilt University）医学院生

化、药理及生物医学信息学教授丹-莱博尔

（Dan Liebler）如此说道。近10年间莱博尔

应用蛋白质组学研究了由活性内生性化学

物引起的氧化应激或化学毒性导致的蛋白

损伤。“我们了解在某种程度上可发展为

生物标志物的[反应或变化]，但暴露于环境

紧张性刺激的组织或系统中有如此多的候
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选变化，我们没有有效的机制来鉴定最有

可能进入传递通道的标志物。”莱博尔说

道。

在过去的10年中，包含了质谱技术的

蛋白质组学技术使快速鉴定发生修饰作用

的特定氨基酸位点处的蛋白质以及量化加

合物成为可能，因此科学家能更快速地筛

选可能的生物标志物。在典型的鸟枪法蛋

白质组学方法中，科学家采集生物样本，

使用酶将蛋白质消化成多肽，再将多肽分

离并使用离子阱质谱仪进行分析。获得光

谱后通过比对多肽数据库确定样本中存在

哪些蛋白质。

科学家使用鸟枪法蛋白质组学技术发

现了很多感兴趣的蛋白质修饰作用。但是

必须通过确定哪些生物标志物能在大量的

临床样本例如暴露与非暴露人群的血液

样本中进行重复测量，从而缩小候选生物

标志物的名单。目前对候选生物标志物进

行这样的测试需要发展定向免疫试验的方

法，这种方法不仅困难而且昂贵，因为科
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学家必须找到方法中所使用的针对感兴趣

蛋白质的特异抗体。

改进后的质谱技术有改变的潜力。蛋

白质组学研究者预测在3至4年内，将出现

一种免疫—质谱交联技术，这种技术结

合了传统免疫检验和鸟枪法蛋白质组学方

法各自的特点，可用于在大量样本中评估

候选的生物标志物。

对有机磷的检测

一种常见的鉴定生物标志物的蛋白

质组学方法包括将体外系统暴露于损伤

来源例如特别的化学物质，然后用质谱法

鉴定蛋白质的修饰作用。这就是华盛顿大

学基因学助理教授麦克-麦可考斯（Mike 

MacCoss）与基因学医学教授克莱门特-福

隆（Clement Furlong）进行研究时所使用

的基本方法。麦可考斯和福隆正寻找暴露

于有机磷例如磷酸三甲酚酯后的生物标志

物，飞机客舱的空气中可检测到作为飞机

引擎润滑剂的磷酸三甲酚酯。当磷酸三甲

酚酯被机体吸入后，可通过代谢转变为有

毒的环水杨苷磷酸盐。明确鉴定这种化学

物的暴露有助于判定这种暴露是否是导致

神经病症状例如震颤和记忆丧失的原因，

有报道指出航空公司的员工中出现了这些

症状。

在试图建立有机磷暴露的试验方法

时，麦可考斯和同事将蛋白质生物化学和

蛋白组学结合在一起。“以前在蛋白质生

物化学中使用的方法是，你了解你所感兴

趣的某种行为，或者得到了给定蛋白质的

相应抗体，当你提纯你的蛋白质，你使用活

性追踪[蛋白质]，然后确定蛋白质序列，”

麦可考斯说道。“我们也做相同的事，”他

解释道。“只是我们在最后使用质谱测定

加速这一过程。”

已知有机磷化合物可抑制被称为羧基

酯酶的一类家族蛋白质。为了找到感兴趣

的特异蛋白质，麦可考斯和同事首先使用

体外血清标本进行了活性试验。在标本中

添加了一种有机磷化合物，然后使用传统

生物化学活性试验追踪被化合物修饰的

蛋白质。科学家们不断的追踪活性并分馏

标本，直至将其纯化，最终只剩下一种蛋

白质。此时他们并不知道这一蛋白质的特

性，但他们知道这一蛋白质具有被有机磷

修饰后的活性。

接着研究者使用纯化的标本进行更明

确的实验，通过微毛细血管液相色谱接质

谱法鉴定感兴趣的蛋白质并测量由先前的

有机磷引起的修饰作用。为了完成试验，他

们添加了胰岛素等酶类将蛋白质消化成多

肽。“这样生成了一系列涵盖了整个蛋白质

序列的相互交迭的多肽。”麦可考斯说道。

研究人员能同时鉴定蛋白质和修饰作

用的位点，因为修饰作用能引起多肽质量

的轻微变化。使用这种方法，麦可考斯及

其同事鉴定了三个被有机磷化合物修饰的

候选蛋白质，并鉴定了每个蛋白质的修饰

位点。现在，麦可考斯和其他类似发现候

选生物标志物的科学家们必须通过大量的

样本例如暴露人群的组织或血清测试候选

的生物标志物。

海底捞针

体内试验检测候选生物标志物面临的

巨大挑战是病人样本中被修饰蛋白质的浓

度非常低，甚至低于体外试验。“真正的挑

战是，很可能发现相对于血液蛋白质森林

中那些“红杉”—或被称为丰量蛋白质，

那些小而贫乏被修饰蛋白质反而携带更多

的信息，”NIEHS呼吸生物学实验室成员，

科学家亚列克斯-莫里克（B. Alex Merrick）

说道。与鉴定疾病生物标志物相比，发现

[在检测候选生物标志物时]真正的

挑战是，很可能发现相对于血

液蛋白质森林中那些“红杉”—或被

称为丰量蛋白质，那些小而贫乏被修饰

蛋白质反而携带更多的信息。

—B. Alex Merrick

NIEHS

很有可能[基于质谱的试验]作为

一种可选择的分析平台，在进

行标记试验时可代替免疫试验。

—Dan Liebler

范德比尔特大学医学院
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免疫试验，”莱博尔说道。

“通过混合的免疫–质谱测定试验，抗

体……通过富集混合物中的目标，推进质

谱测定，”莱博尔说道。他和其他人在进行

研究设定时应用了这样的试验，但莱博尔

并没有意识到应用的方法还处于文献发表

的阶段。“这些试验现在还未处于最佳的

应用时段，”他说道。但他预测在未来的三

至四年内，各项研究中会应用这些试验鉴

定大量病人样本的生物标志物。

麦可考斯也制作了软件以提高质谱法

测定样本中低含量蛋白质的能力。在《蛋

白组学研究杂志》（Journal of Proteome 

Research）2009年4月3日发表的一篇文章

中，麦可考斯及其同事描述他们使用了一

种算法对质谱仪进行编程，可以优先获取

低含量多肽的光谱，文中写到，“我们的方

法中使用了质谱分析仪的峰值性能测定那

些在存在强烈的干涉信号时无法进行正常

采样的多肽的特性。”麦可考斯说道，“这

并不完美，但是一种进步。在你一小部分

样本中含有被修饰的多肽的情况下，你可

以有足够的材料反复进行分析。”

在未来应用临床试验鉴定暴露生物标

志物时面临的另一个挑战是，蛋白质以及

暴露引起的任何修饰，在病人被检测前可

能已在机体内降解。“蛋白质一旦降解，我

们就无法测定该蛋白质的修饰形式，”麦

特定环境暴露的生物标志物特别困难。

“很多时间你被寻找改变时存在的噪音水

平所击败，”莫里克说道，“很难证实[暴

露引起的修饰作用]。”

麦可考斯尝试解决上述问题，他使用

了亲和剂，这样在体外试验时不进行实验

室纯化就可增加血清样本中感兴趣蛋白质

的含量。“亲和剂能预先将蛋白质一个个

结合起来，你能有效地完成这一过程，你

感兴趣的蛋白质在混合物总蛋白中的比例

就更大，”他说道，“然后我们进行质谱检

测，使进程大大加快。”麦可考斯预示他能

一次对多个样本同时进行亲和性富集，然

后进行质谱检测。

混合试验

现在，据莱博尔所言，质谱法提供了

“架桥技术”，能帮助科学家在无需进行高

质量试验如免疫试验评估潜在生物标志物

的情况下对生物标志物可能性进行排序。但

在大量病人样本中评价候选的生物标志物

时，仍需对这些特异的生物标志物进行定向

免疫试验。“制造用于高质量ELISA试验的

优质抗体非常困难而且昂贵，而ELISA试验

是免疫试验的标准平台，”莱博尔说道。

但莱博尔预测，基于质谱的检验会发

展到代替免疫试验的地位对生物标志物进

行评估。“很有可能质谱法作为一种可选

择的分析平台，在进行标记试验时可代替

可考斯说道，“我们所追踪的一些蛋白质

生物标志物的生物半衰期非常短。一旦发

现就要及时解决。”当前，蛋白组学研究

者及其使用的将暴露人群的蛋白质加合物

鉴定为生物标志物的混合免疫–质谱测定技

术，使我们对环境毒物与疾病的关系有了

更接近的了解。

-Angela Spivey
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英国机械工程师学会于2009年3月5

日宣布了冷却地球（Cooling the Planet）

挑战的获奖者。该竞赛目的是为了激发

年轻科学家开发工程方法以减少大气

中的温室气体水平。在减排方面的获胜

者——该获胜者同时也赢得了整项比

赛——提议通过一个裂解植物的网络使

有机物垃圾从废弃物转化为生物碳；而

生物碳可肥沃土壤并且能螯合碳[了解

更多关于生物碳的信息，参见EHP 117:

A70-A73 (2009)；中文版2009年6月刊第

34~37页]。地理工程学类获胜者提出了

装上化学洗涤器的人造“树木”系统。

洗涤器将使用碱液消除周围空气的二氧

化碳。氧化钙将消除洗涤器中的二氧化

碳，然后可置于地下储存。 

-Erin E. Dooley

译自 EHP 117:A149 (2009)

冷却地球

人造树木捕获二氧化碳

构想图
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